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　　摘要：采用反转录ＰＣＲ（简称ＲＴ－ＰＣＲ）技术从陆地棉（ＧｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍＬ．）中克隆获得１个ＷＯＸ基因，命名为
ＧｈＷＯＸ４（ＮＣＢＩ登录号：ＫＸ９００５７２）。序列分析显示，ＧｈＷＯＸ４的开放阅读框为６５７ｂｐ，编码含２１８个氨基酸残基的蛋
白，具有典型高度保守的同源异型ＨＤ结构域，属于ＷＯＸ转录因子家族。生物信息学分析表明，该基因蛋白相对分子
量为 ２５．１９ｋｕ，等电点为１０．０４，为不稳定蛋白。二级结构以无规则卷曲为蛋白最大量的结构元件。与其他植物同源
基因序列比对显示，其同源区域主要集中在同源异型 ＨＤ结构域。系统进化树分析表明，ＧｈＷＯＸ４属于Ⅰ类家族成
员，与陆地棉Ｇｈ＿Ｄ０１Ｇ１０５５、拟南芥ＡｔＷＯＸ４和可可树ＴｃＷＯＸ４等亲缘关系最近，处于同一个进化分支，推测其可能与
之前报道的拟南芥ＷＯＸ基因类似，参与植物维管束及花器官发育。
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　　ＷＯＸ（ＷＵＳＣＨＥＬ－ｒｅｌａｔｅｄｈｏｍｅｏｂｏｘ）基因编码的转录因
子家族蛋白在植物的生长发育过程中起着至关重要的作

用［１－３］。该家族蛋白含有１段能够与 ＤＮＡ序列特异结合的
由６０～６６个氨基酸组成的同源异型结构域（ｈｏｍｅｄｏｍａｉｎ，简
称ＨＤ），具有调控植物干细胞分裂分化、胚发育、侧生器官发
育、顶端分生组织分化和花器官形成等多种重要功能［４－８］。

不同植物中ＷＯＸ基因的生物学功能不同，在植物生长发
育过程中各自扮演着重要的角色。目前已有报道发现拟南芥

基因组中存在１５个ＷＯＸ，各个ＷＯＸ成员在拟南芥中的功能
不同［９］。ＡｔＷＵＳ基因与茎尖顶端分生组织发育相关，同时也
参与花药和子房发育过程［１０－１２］；ＡｔＷＯＸ３基因调控拟南芥花
瓣的发育［１３］，ＡｔＷＯＸ１３和 ＡｔＷＯＸ１４基因除了参与拟南芥花
器官发育外，还影响拟南芥根发育［１４］；ＡｔＷＯＸ１１和 ＡｔＷＯＸ１２
基因共同参与外植体根器官发育［１５］。水稻基因组中

ＯｓＷＯＸ１是参与调控不定根生长发育的主要基因，对激活冠
状根的生长发育具有重要作用［１６］。此外，在玉米、茄子、番

茄、杨树和高粱等植物中也有关于 ＷＯＸ基因的报道［９，１７－１８］。

棉花是世界上一种重要的经济作物，其生长发育经历多个阶

段。迄今为止，棉花ＷＯＸ基因在棉花生长发育过程中的功能
未知。本研究以中６９－１１１６５为试验材料，采用反转录 ＰＣＲ
（简称ＲＴ－ＰＣＲ）技术克隆ＧｈＷＯＸ４基因的ｃＤＮＡ全长序列，
并进行生物信息学分析，从基因及蛋白结构、序列比对、系统

进化树等方面分析该基因的结构和功能，为进一步揭示 ＷＯＸ

转录因子在棉花生长发育过程中的功能奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　植物材料　陆地棉（ＧｏｓｓｙｐｉｕｍｈｉｒｓｕｔｕｍＬ．）中６９－
１１１６５由中国农业科学院棉花研究所中熟课题组提供，种植
在中国农业科学院棉花研究所东场试验站。从田间植株摘取

叶片，用液氮速冻后保存于－８０℃冰箱，用于ＲＮＡ提取。
１．１．２　试剂材料　ＲＮＡ提取使用 ＥＡＳＹｓｐｉｎＰｌｕｓ植物 ＲＮＡ
快速提取试剂盒；焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水、氨苄青霉素
（ＡＭＰ）、异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、５－溴－４－氯－３－吲
哚－β－Ｄ－半乳糖苷（Ｘ－ｇａｌ）大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）
Ｔｒａｎｓ１－Ｔ１ＰｈａｇｅＲｅｓｉｓｔａｎｔＣｈｅｍｉｃａｌｌｙＣｏｍｐｅｔｅｎｔＣｅｌｌ、ＫＯＤ－
Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ、ｐＥＡＳＹ－ＢｌｕｎｔＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ载体、ＭａｋｅｒⅢ购自宝生
物工程（大连）有限公司；反转录酶 ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＯｎｅ－Ｓｔｅｐ
ｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ购自北京全式金
生物技术有限公司；其他试剂为国产分析纯。引物和ＤＮＡ测
序由苏州金唯智生物科技有限公司合成及完成。

１．２　方法
ＲＮＡ提取采用 ＥＡＳＹｓｐｉｎＰｌｕｓ植物 ＲＮＡ快速提取试剂

盒，采用 ＮＤ１０００紫外 －可见分光光度计测定 Ｄ２６０ｎｍ和
Ｄ２８０ｎｍ，计算 ＲＮＡ浓度与纯度。用１．２％琼脂糖凝胶电泳检
测 ＲＮＡ的完整性，保存于 －８０℃备用。按照转录酶
ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＯｎｅ－ＳｔｅｐｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ说明书合成ｃＤＮＡ的第１链。
１．２．１　棉花 ＧｈＷＯＸ４基因克隆　用拟南芥 ＡｔＷＯＸ４
（ＡＴ１Ｇ４６４８０）蛋白序列作为探针，在四倍体陆地棉基因组数
据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｏｔｔｏｎｇｅｎ．ｏｒｇ）中通过 Ｂｌａｓｔ比对发现了 ４
个相 似 性 较 高 的 基 因 Ｇｈ＿Ｄ０５Ｇ１９６２、Ｇｈ＿Ａ０５Ｇ１７６８、
Ｇｈ＿Ｄ０１Ｇ１０５５和Ｇｈ＿Ａ０１Ｇ０９９８。由于这些基因在棉花中的
功能未知，笔者选取其中１个基因Ｇｈ＿Ｄ０１Ｇ１０５５作为研究对
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象，用Ｐｒｉｍｅｒ３设计扩增开放阅读框的引物（表１）。以棉花叶
片ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，反应体系见表２。

表１　引物序列

引物名称
序列

（５′→３′）

ＧｈＷＯＸ４－Ｆ ＡＴＧＧＧＡＡＡＣＡＴＧＡＡＧＡＴＧＣＡＣＣＡＧＣＴ
ＧｈＷＯＸ４－Ｒ ＴＣＡＴＣＴＧＣＴＴＴＣＣＧＧＧＴＧＣＡＡＴＧＧＧ

表２　ＰＣＲ扩增反应体系

体系成分
加样量

（μＬ）

ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏｂｕｆｆｅｒ（１０×） ５．０
ｄＮＴＰ（２ｍｍｏｌ／Ｌ） ５．０
ＭｇＳＯ４（２５ｍｍｏｌ／Ｌ） ３．０
ＧｈＷＯＸ４－Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １．５
ＧｈＷＯＸ４－Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １．５
ｃＤＮＡ ２．０
ＫＯＤ－Ｐｌｕｓ－Ｎｅｏ（１Ｕ／Ｌ） １．０
ｄｄＨ２Ｏ ３１．０
总计 ５０．０

　　ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ，５５℃
退火３０ｓ，６８℃延伸３０ｓ，３２个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ
产物用１．２％琼脂糖电泳进行检测，回收并纯化后连接至
Ｐｅａｓｙ－ＢｌｕｎｔＣｌｏｎｉｎｇＫｉｔ载体，转化大肠杆菌Ｔｒａｎｓ－Ｔ１Ｐｈａｇｅ
ＲｅｓｉｓｔａｎｔＣｈｅｍｉｃａｌｌｙＣｏｍｐｅｔｅｎｔＣｅｌｌ感受态细胞，挑取单菌落，
摇菌，将鉴定正确的质粒送至苏州金唯智生物科技有限公司

测序。

１．２．２　ＧｈＷＯＸ４基因序列的生物信息学分析　用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析蛋白质的基本理化
性质；用在线 ＨＮＮ软件（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－
ｂｉｎ／）在线预测和分析蛋白质的二级结构组成形式；用ＥＢＬ－
ＥＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｉｎｔｅｒｐｒｏ／ｓｅａｒｃｈ／ｓｅｑｕｅｎｃｅ－
ｓｅａｒｃｈ）和ＮＣＢＩ的ＢｌａｓｔＰ分析氨基酸序列的蛋白质保守区；
用 ＩＢＳ１．０软件绘制蛋白结构域图；用 ＳｉｇｎａＩＰ和 ＷＯＬＦ
ＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／）进行信号肽及亚细胞定位分
析；用ＤＮＡＭＡＮ和ＣｌｕｓｔａｌＸ进行多重序列比对及同源性比
对；用ＭＥＧＡ６．０软件构建进化树。

２　结果与分析

２．１　陆地棉ＧｈＷＯＸ４基因克隆及序列分析
以拟南芥ＡｔＷＯＸ４（ＡＴ１Ｇ４６４８０）蛋白序列作为探针，在

四倍体陆地棉基因组数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｏｔｔｏｎｇｅｎ．ｏｒｇ）中发
现了４个相似性较高的基因 Ｇｈ＿Ｄ０５Ｇ１９６２、Ｇｈ＿Ａ０５Ｇ１７６８、
Ｇｈ＿Ｄ０１Ｇ１０５５和Ｇｈ＿Ａ０１Ｇ０９９８。由于这些基因在棉花中的
功能未知，笔者选取其中１个基因Ｇｈ＿Ｄ０１Ｇ１０５５作为研究对
象，其基因组序列全长为１９６２ｂｐ，包含长度为６５４ｂｐ的开放
阅读框（ＯＲＦ），以中６９－１１１６５棉纤维ｃＤＮＡ为模板，用特异
引物ＧｈＷＯＸ４Ｆ和ＧｈＷＯＸ４Ｒ进行 ＲＴ－ＰＣＲ扩增，经１．２％
琼脂糖凝胶电泳检测，获得１条６００ｂｐ左右的目的条带（图
１）。回收目的片段，测序结果分析显示扩增获得的 ｃＤＮＡ序
列包含长度为６５７ｂｐ的开放阅读框，编码２１８个氨基酸，与

陆地棉Ｇｈ＿Ｄ０１Ｇ１０５５序列相似性为９９．２７％，氨基酸序列一
致性为７２．４０％，表明陆地棉不同种间核酸序列存在一些差
异。鉴于棉花中ＷＯＸ基因尚未见到相关研究报道，将其命名
为ＧｈＷＯＸ４（ＮＣＢＩ登录号为ＫＸ９００５７２）。

２．２　ＧｈＷＯＸ４基因编码蛋白生物信息学分析
从ＧｈＷＯＸ４基因ｃＤＮＡ序列推测ＧｈＷＯＸ４蛋白包含２１８

个氨基酸残基，用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ预测 ＧｈＷＯＸ４蛋白的基本理化
性质。结果表明，ＧｈＷＯＸ４蛋白分子式为Ｃ１１１９Ｈ１７６２Ｎ３３６Ｏ３１１Ｓ９，
理论分子量为２５．１９ｋｕ，理论等电点（ｐＩ）为１０．０４，酸性氨基
酸（Ａｓｐ＋Ｇｌｕ）有１９个，碱性氨基酸（Ａｒｇ＋Ｌｙｓ）有３６个；含量
最丰富的氨基酸有Ｌｅｕ（９．２％）、Ｌｙｓ（９．２％）和 Ｇｌｙ（８．３％）；
脂肪系数为 ６３．９９，总平均亲水性为 ０．９１３，不稳定系数为
５８６１，为不稳定蛋白。采用ＨＮＮ在线预测分析 ＧｈＷＯＸ４蛋
白二级结构，结果表明，该蛋白主要由 α－螺旋、延伸直链和
无规则卷曲３种结构形式构成，其中α－螺旋包含７１个氨基
酸，约占３２．５７％，延伸直链包含２８个氨基酸，约占１２．８４％，
无规则卷曲包含１１９个氨基酸，约占３９．８６％。可见，无规则
卷曲是该蛋白二级结构的主要组成部分。

为了进一步确定 ＧｈＷＯＸ４基因是否属于 ＷＯＸ家族，用
ＥＢＬ－ＥＢＩ在线分析，结合 ＮＣＢＩ中的 ＢｌａｓｔＰ比对，对该基因
氨基酸序列进行蛋白质保守区分析，发现 ＧｈＷＯＸ４基因具有
１个同源异型 ＨＤ（第７４位至第１４７位氨基酸）结构域，该基
因属于典型的 ＷＯＸ家族成员，其位置如图 ２所示。采用
ＳｉｇｎａＩＰ分析ＧｈＷＯＸ４蛋白信号肽并预测信号肽位点表明，
其平均分小于０．５００，最大 Ｙ值预测表明 ＧｈＷＯＸ４蛋白不存
在信号肽及切割位点，属于非分泌蛋白（图 ３）。由 ＷＯＬＦ
ＰＳＯＲＴ软件在线预测该蛋白的亚细胞定位情况表明，
ＧｈＷＯＸ４蛋白主要定位在细胞质和过氧化物酶体上，在线粒
体基质中有少量分布。

２．３　ＧｈＷＯＸ４蛋白多重序列比对和蛋白进化树分析
　　为了解棉花ＧｈＷＯＸ４蛋白与其他植物ＷＯＸ蛋白的亲缘
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关系，用ＤＮＡＭＡＮ软件将ＧｈＷＯＸ４氨基酸序列与ＮＣＢＩ上公
布的其他植物的 ＷＯＸ蛋白进行多重序列比较，结果表明棉
花ＧｈＷＯＸ４与ＧｅｎＢａｎｋ中桑树、番茄等植物的蛋白序列相似
性均较低，与拟南芥和可可树相似性较高，与陆地棉

Ｇｈ＿Ｄ０１Ｇ１０５５氨基酸序列相似性最高，其同源区域主要集中
在同源异型ＨＤ结构域，进一步确定该基因属于ＷＯＸ家族成
员，如图４所示。基于棉花ＧｈＷＯＸ４及其他植物ＷＯＸ基因蛋
白序列构建系统进化树，分析结果表明，棉花 ＧｈＷＯＸ４基因
同陆地棉Ｇｈ＿Ｄ０１Ｇ１０５５基因、拟南芥 ＡｔＷＯＸ４基因、可可树
ＴｃＷＯＸ４基因、番茄ＳｌＷＯＸ４基因等在同一个进化分支上，属
于ＷＯＸ４亚家族，如图５所示。

３　结论与讨论

与其他植物相比，棉花中大多数的ＷＯＸ基因仍未被克隆
及研究，本试验通过 ＲＴ－ＰＣＲ技术克隆了陆地棉中 １个
ＷＯＸ基因ＧｈＷＯＸ４。氨基酸序列分析和蛋白结构域分析表
明，ＧｈＷＯＸ４基因含有典型的ＨＤ同源异型结构域，并且与拟
南芥ＡｔＷＯＸ４基因、可可树 ＴｃＷＯＸ４基因等具有很高的序列
同源性，因此属于ＷＯＸ基因家族。

系统树分析表明，ＧｈＷＯＸ４基因属于ＷＯＸ基因家族的Ⅰ类
亚家族成员，与陆地棉中 Ｇｈ＿Ｄ０１Ｇ１０５５蛋白、拟南芥
ＡｔＷＯＸ４、可可树ＴｃＷＯＸ４、番茄ＳｌＷＯＸ４等在同一个进化分支
上。有研究表明，拟南芥ＡｔＷＯＸ４基因在维管束形成层和原形
成层表达，促进形成层和原形成层分化，影响植物的次生生

长［１９］。沉默ＯｓＷＯＸ４后，水稻茎尖分生组织发育异常，植株矮
小，株型异常，叶片失绿发黄［２０］。ＯｓＷＯＸ４除了参与维管束发
育，在花的分生组织和花序中也有很高的表达水平［２０］。番茄

中过表达ＳｌＷＯＸ４，其筛管和导管数量明显增多［２１］。经高温胁

迫处理后番茄通过相应的信号转导途径抑制了 ＳｌＷＯＸ４的表
达水平，表明番茄可能通过调节ＳｌＷＯＸ４在器官组织中的表达
水平来调控其发育进程来响应高温干旱环境［１８］。

通过其他植物ＷＯＸ４基因功能研究发现，ＷＯＸ４不仅参与
维管束及花器官发育，同时对逆境胁迫具有一定的应答机制。

本研究表明，ＧｈＷＯＸ４基因属于ＷＯＸ转录因子家族，具体功能
有待利用分子生物学手段进行进一步分析验证，最终为阐明

ＷＯＸ转录因子在棉花生长发育中的功能和机制奠定基础。
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２０１５Ａ０３０３０３０１５）；广东省广州市科技创新委资助华南农业大学国
家重点实验室项目（编号：２０１５０４０１００２８）。

作者简介：刘义存（１９７９—），男，广东潮州人，博士，讲师，主要从事园
艺植物种质资源与生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：３７３８２１３１２＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：林顺权，男，福建莆田人，博士，教授，主要从事园艺植物种

质资源、遗传育种与生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｏｑｕａｔ＠ｓｃａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　枇杷属（Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａ）隶属于蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）苹果亚科
（Ｍａｌｏｉｄｅａｅ），原产于我国南方地区以及与我国西南毗邻的东
南亚几个国家，共约有３０余个种或变种。我国的野生枇杷种
数约占世界的２／３，但根据多年来的调查发现，野生枇杷资源
正逐渐减少［１－４］。从２０世纪８０年代开始，我国就开始了一
些关于枇杷叶片细胞工程及离体培养的研究，如原生质体培

养［５－７］、胚乳愈伤组织诱导［８］、叶片培养和愈伤组织诱导不定

芽［９－１１］。虽然不断取得一些新进展，但迄今为止绝大多数报

道都是关于栽培枇杷研究，而关于野生枇杷的叶片诱导愈伤

组织、愈伤组织诱导再分化的系统研究还未见报道。为此，通

过借鉴前人对普通枇杷叶片诱导愈伤组织的经验，将研究建

立相对可靠而普适的野生枇杷叶片离体培养诱导愈伤组织和

再分化技术体系，旨在为枇杷属栽培枇杷之外的各种枇杷种

质资源离体保存、离体再生、细胞工程、转基因等研究提供技

术支持。

１　材料与方法

１．１　材料
以枇杷属植物５个种、１个属间杂种为试材（表１），所有

材料均来自华南农业大学枇杷属种质资源圃。

１．２　方法
１．２．１　叶片的接种　从胚离体培养成功３个月后的试管苗
中，以栎叶枇杷、台湾枇杷、台湾枇杷恒春变型、南亚枇杷窄叶

变型、香花枇杷和石斑木×台湾枇杷等６个种的叶片为试材，

—２３— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第５期


